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1 Einleitung 
 
1.1 Antimikrobielle Peptide 
Antimikrobielle Peptide sind Eiweißmoleküle, die von höheren Lebewesen selbst 
produziert werden. Sie besitzen antibakterielle Eigenschaften und bieten somit einen 
Schutz vor Infektionen auf zellfreier Basis, ähnlich den ursprünglich von Pilzen 
hergestellten Antibiotika.  
Diese Antibiotika stellen seit den 1940er Jahren eine der stärksten Waffen gegen 
bakterielle Infektionen dar. Ein zunehmendes Problem sind allerdings auftretende 
Resistenzen bei bakteriellen Erregern. So haben die übertriebene Anwendung von 
Antibiotika in der Tierzucht und deren falsche Anwendung beim Menschen dazu 
geführt, dass sie bei bestimmten Bakterienstämmen ihre Wirkung verlieren (Levy 
1998). Ein Beispiel dafür sind die Penicillin- und Methicillin-resistenten Formen von 
Staphylokokkus aureus (MRSA) (Hooton et Levy 2001). 
Bedingt durch die Suche nach neuen Waffen gegen bakterielle Infektionen ist das 
Phänomen der zellfreien angeborenen Immunität auf Basis antimikrobieller Peptide 
ein seit vier Jahrzehnten erforschtes Gebiet mit hoher klinischer Relevanz.  
 
1972 beschrieben H.G. Boman, I. Nilsson und B. Rasmuson erstmals ein bisher 
unbekanntes zellunabhängiges Immunsystem an der Drosophila-Fliege. Da viele 
Insekten sich häufig auf bakteriell dicht besiedelten Arealen aufhalten aber kein 
adaptives auf Lymphozyten basierendes Immunsystem besitzen, war es von 
Interesse, deren Fähigkeiten bei der Immunabwehr zu untersuchen. Es war dem 
Team um Boman gelungen, nach vorheriger Impfung der Fliegen mit einem 
ungefährlichen Bakterium diese einer normalerweise tödlichen Dosis Pseudomonas 
aeroginosa auszusetzen. Die Bakterien konnten den Insekten nichts anhaben. Das 
Phänomen konnte zu diesem Zeitpunkt noch nicht genauer kategorisiert werden 
(Boman et al. 1972). Die Untersuchungen wurden bei der Motte Hyalophora cecropia 
fortgesetzt. Es konnte eine Genaktivierung in den Puppen der Insekten 
nachgewiesen werden, welche die Produktion von antimkrobiellen Peptiden auslöst. 
1980 wurden neben dem bereits bekannten Lysozym erstmals zwei antimikrobielle 
Peptide aus der Motte Hyalophora cecropia isoliert und Cecropine genannt (Hultmark 
et al. 1980). Es folgten im Laufe der nächsten Jahre Studien über neue Moleküle in 
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Pflanzen (Fernandez de Caleya et al. 1972), Insekten (Boman et Hultmark 1987, 
Boman et al. 1991), Amphibien (Zasloff 1987) und Säugern (Yang et al. 2002). Bis 
2004 waren in Trieste in Italien über 800 antimikrobielle Peptide bekannt, die in einer 
internationalen Datenbank kategorisiert wurden (Abb. 1, 
www.bbcm.units.it/~tossi/pag5.htm).  
 
 
Abb. 1: 
Anzahl der Neueinträge antimikrobieller Peptide in Tieren und Pflanzen 
(www.bbcm.units.it/~tossi/pag5.htm) 
 
Zudem existieren zahlreiche wissenschaftliche Rückblicke, die den aktuellen 
Forschungsstand zusammenfassen (Boman et al. 1998, Merrifield et al. 1994, 
Selsted et Quellette 2005, Harder et al. 2007). Nach einer aktuellen Veröffentlichung 
von Wang et al. 2008 wies die Antimicrobial Peptide Database des Nebraska Medical 
Center in Omaha, USA, im Oktober 2008 1228 Einträge antimikrobieller Peptide auf. 
 
Zu für den Menschen bedeutsamen antimikrobiellen Peptiden gehören die 
Cathelicidine und die Defensine (Boman 2003). Das Cathelicidin LL-37 wurde aus 
Keratinozyten entzündeter Haut isoliert und ist das bisher einzige beim Menschen 
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nachgewiesene Cathelicidin (Frohm et al. 1997, Heilborn et al. 2003, Zanetti et al. 
1995). Es besitzt eine breite antimikrobielle Aktivität gegen grampositive und 
gramnegative Bakterien. Außerdem ist es in der Lage, die Gefäßneubildung 
anzuregen (Koczulla et al. 2003). 
 
Die Defensine wurden ursprünglich in den Lungen-Makrophagen von Kaninchen 
entdeckt (Selsted et al. 1983). Die Gruppe der Defensine wird eingeteilt in Alpha-, 
Beta-, und Theta-Defensine. Alle Defensine gleichen sich in ihrem Aufbau. Sie sind 
zysteinreiche, relativ kleine kathionische Moleküle aus 18-45 Aminosäuren, die durch 
drei Disulfidbindungen zu einer dreidimensionalen Beta-Faltblatt-Struktur 
zusammengesetzt sind (Hoover et al. 2001). 
Beim Menschen sind sechs Alpha-Defensine bekannt. Diese werden untergliedert in 
humane neutrophile Peptide (HNP-1, -2, -3, -4), welche sich beim Menschen in erster 
Linie in den neutrophilen Granulozyten des Blutes befinden, sowie in die humanen 
Defensin Peptide (HD-5, -6), welche in den Paneth-Zellen des Dünndarms 
nachgewiesen wurden. Humane neutrophile Peptide zeigen eine breite Aktivität 
gegen Bakterien, Viren und Pilze. Sie stellen außerdem eine direkte Verbindung zum 
adaptiven Immunsystem her, indem sie chemoattraktiv auf Monozyten, T-Zellen und 
dentritische Zellen wirken (Daher et al. 1986, Ganz et al. 1985, Ganz et Lehrer 1995, 
Jones et Bevins 1992, Jones et Bevins 1993, Selsted et al. 1992, Yang et. al 2000). 
Das humane Defensin 5 (HD-5) bietet Schutz vor Darminfektionen (Quellette 1997).  
Von den Alpha-Defensinen leiten sich die Theta-Defensine ab, die bei den Makaken 
nachgewiesen wurden (Tang et al. 1999). Beim Menschen scheinen sie wohl 
angelegt zu sein, werden aber nicht exprimiert. Interessanterweise könnten sie bei 
der Resistenz gegen Retroviren eine Rolle spielen, zum Beispiel auch gegen HIV-1 
(Owen et al. 2004).  
Die Beta-Defensine wurden erstmals von Selsted et al. beschrieben (Selsted et al. 
1993). Sie unterscheiden sich von den Alpha-Defensinen in ihrer Länge und in der 
Anordnung der Disulfid-Brücken.  
Bislang sind beim Menschen sechs humane Beta-Defensine (hBD-1, -2, -3, -4, -5, -6) 
bekannt. HBD-1 wurde erstmals 1995 aus menschlichem Blutplasma isoliert (Bensch 
et al. 1995). Es folgten die Charakterisierung von hBD-2 aus Hautzellen an Psoriasis 
erkrankter Patienten (Harder et al. 1997), ebenso hBD-3 aus Kerantinozyten (García 
et al. 2001a, Harder et al. 2001) und hBD-4 (García et al. 2001b). 
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HBD-1 wurde bereits in vielen epithelialen Geweben des Körpers nachgewiesen, 
unter anderem im Urogenitaltrakt, im Respirationstrakt, der Haut und in der 
Mundhöhle. Es ist ein aus 36 Aminosäuren zusammengesetztes kationisches Peptid  
mit sechs Cysteinen. Diese bilden im Molekül drei Disulfidbrücken aus. Es wird 
unreguliert exprimiert (Zhao et al. 1996). Seine antimikrobielle Aktivität ist nach H. D. 
Zucht im Vergleich zu den anderen antimikrobiellen Peptiden relativ gering (Zucht et 
al. 1998). Es besitzt eine chemotaktische Aktivität in Bezug zu unreifen dendritischen 
Zellen und T-Helfer Zellen (Yang et al. 1999). Nach Donald et al. 2003 und Sun et al. 
2006 ist es als Tumorsupressorgen in Erwägung zu ziehen, da ein häufiges Fehlen 
von hBD-1 bei Prostatakarzinomen und urogenitalen Karzinomen beobachtet wurde. 
Im Gegensatz dazu ist hBD-2 regulierbar durch Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha und 
Interleukin-1-Beta, sowie durch Bakterien. Seine kationische Struktur ist mit 43 
Aminosäuren geringfügig länger als hBD-1. Es ist besonders gut wirksam gegen 
gramnegative Bakterien und Pilze (Candida albicans) (Harder et al. 1997, Harder et 
al. 2000, Liu et al. 2002). Genau wie hBD-1 ist es in der Lage, chemotaktisch auf 
dendritische Zellen und T-Zellen zu wirken (Yang et al. 1999).  
Im Vergleich zu den salzempfindlichen Defensinen hBD-1 und -2 besitzt hBD-3 eine 
gewisse Salztoleranz (García et al. 2001a, Harder et al. 2001). Dieses Peptid wird in 
vielen epithelialen und nicht-epithelialen Geweben des Menschen exprimiert (Harder 
et al. 2007). Außerdem wurde festgestellt, dass dieses Peptid im in-vitro-Versuch 
keine selbständigen Disulfid-Bindungen ausbildet, wie es bei hBD-1 und -2 der Fall 
ist (Wu 2003). Die Aktivierung von hBD-3 wird durch Interferon-Gamma sowie durch 
Bakterienkontakt induziert (García et al. 2001a, Harder et al. 2001). Es besitzt eine 
breite antimikrobielle Wirksamkeit gegen Bakterien und Pilze. Ein antibakterieller 
Effekt gegenüber resistenten Erregern wie z.B. dem Methicillin-resistenten 
Staphylokokkus aureus (MRSA) ist nachgewiesen (Midorikawa et al. 2003). HBD-3 
verfügt genau wie die restlichen Beta-Defensine über chemotaktische Eigenschaften. 
Außerdem bewirkt es eine Mastzelldegranulation und erhöht somit die 
Gefäßpermeabilität (Chen et al. 2007). 
HBD-4 zeigt wie hBD-1 und -2 eine Salz-Sensivität. Es besitzt eine um das 
sechsfache stärkere Wirkung gegen Pseudomonas aeruginosa als die übrigen Beta-
Defensine (García et al. 2001b). Im Allgemeinen scheint hBD-4 eine wichtige Rolle 
bei der angeborenen epithelialen Immunabwehr zu spielen. Eine hBD-4 Expression 
wurde auch im intestinalen Epithel beobachtet. Fahlgren et al. konnten einen 
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signifikanten Anstieg von hBD-3 und hBD-4 RNA-Expression bei Colitis ulcerosa 
nachweisen (Fahlgren et al. 2004). 
Die Beta-Defensine hBD-5 und hBD-6 wurden als Isoformen im menschlichen 
Genom erkannt und deren Expression im menschlichen Ductus epididymidis 
nachgewiesen (Yamaguchi et al. 2002). 
Die Steuerung der Freisetzung der Beta-Defensine ist unter anderem über die 
sogenannten Toll-like Rezeptoren geregelt. Von dieser Gruppe sind bislang bei 
Säugern 11 Rezeptoren bekannt (TLR 1-11). Sie sind in der Lage, bestimmte 
Signalketten auf pathogenen Erregern zu erkennen. Der TLR 4 beispielsweise ist ein 
bedeutender Rezeptor für Lipopolysaccharide (LPS) speziell auf gramnegativen 
Bakterien, der TLR 2 besitzt eine größere Bandbreite. Darunter sind Lipopeptide oder 
Lipoteichonsäuren auf grampositiven Bakterien erwähnenswert. Toll-like Rezeptoren 
können sich sowohl auf der Zellmembran von Immunzellen befinden, als auch im 
Zytoplasma oder auf der Membran von Zellorganellen (Iwasaki et Medzhitov 2004, 
Pasare et Medzhitov 2004, Takeda et Akira 2005). Mit der Aktivierung eines Toll-like 
Rezeptors wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, über die letztendlich 
proinflammatorische Signalproteine freigesetzt werden. Dies sind beispielsweise 
Interferon-Alpha und –Gamma, sowie Interleukine. Die Freisetzung von 
antimikrobiellen Peptiden kann nun sowohl über die Produktion dieser Signalproteine 
erfolgen, als auch direkt über die Toll-like Rezeptoren moduliert werden (Froy 2005). 
Defensine sind heute in vielen Geweben des menschlichen Körpers nachgewiesen 
wie der Haut (Harder et al. 2001), dem Respirationstrakt (Goldman et al. 1997) und 
dem Urogenitaltrakt (Valore et al. 1998). 
Varoga et al. haben sich mit der Expression antimikrobieller Peptide in durch 
Osteoarthritis geschädigtem Gelenkknorpel und der Synovialflüssigkeit beschäftigt 
(Valore et al. 2004, Varoga et al. 2005, Varoga et al. 2006).  
Auch in epithelialen Geweben im Kopfbereich sind die Defensine nachgewiesen 
(Dunsche et al. 2002). 
 
Die genaue Funktionsweise der antimikrobiellen Peptide ist noch nicht vollständig 
geklärt. Es wird angenommen, dass sowohl durch physische Zerstörung der 
Zellmembran, als auch durch intrazelluläre Mechanismen eine Inaktivierung 
stattfindet. Nach dem von Zasloff 2002 entwickelten Shai-Matsuzaki-Huang-Modell 
kommt es zur Anlagerung der positiv geladenen antimikrobiellen Peptide an die 
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Bakterienmembran, verursacht durch die darin befindlichen negativ geladenen 
Gruppen, z.B. Lipopolysaccharide (LPS). Die antimikrobiellen Peptide führen zu einer 
Membrandestabilisierung und einer relativen Größenzunahme der äußeren 
Membran, wodurch sie in das Zellinnere gelangen können. Von dort kommt es 
entweder zu einem Zerfall der Membran, oder die Peptide können auf weitere 
Zellorganellen oder den Zellkern übergreifen (Boman 2003, Henzler-Wildman et al. 
2004, Shai 2002, Zasloff 2002, Abb. 2). 
 
 
 
Abb. 2: Dargestellt ist das Shai-Matsuzaki-Huang-Modell nach Zasloff 2002, nach welchem 
durch Anlagerung der antimikrobiellen Peptide zuerst die Zellwand an Integrität verliert. 
Dadurch können die Peptide in die Zelle eindringen. Dort führt dies entweder zu einem 
völligen Stabilitätsverlust der Membran (Lyse) oder zu einem Befall weiterer Zellorganellen. 
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1.2 Anatomische Grundlagen des Nasen- und Ohrknorpels 
Knorpelgewebe setzt sich im Allgemeinen aus Chondrozyten, das sind die 
Knorpelzellen, und einer Knorpelmatrix zusammen. Die Knorpelmatrix umgibt die 
Chondrozyten, welche in kleinen Gruppen angeordnet sind. Sie besteht aus 
Proteoglykanen, glykosylierten Glykoproteinen, sowie Kollagenfibrillen. Diese 
zugfesten Kollagenfibrillen bestehen zu einem großen Teil aus Kollagen vom Typ II, 
zu einem kleinen Teil aus Kollagen vom Typ IX und XI. Die Proteoglykane einerseits 
und die Kollagenfibrillen andererseits wirken nun als eine Art Gegenspieler. Es 
kommt zu einer inter- und intramolekularen Wassereinlagerung zwischen den 
Proteoglykanen, was eine Volumenvergrößerung bewirkt, der aber durch die 
Kollagenfibrillen entgegen gewirkt wird. Das Ergebnis ist eine Druckelastizität: Der 
Knorpel ist zwar komprimierbar, nimmt aber anschließend seine ursprüngliche Form 
wieder an. Diese Knorpelmatrix mit den eingelagerten Chondrozyten wird von einem 
Perichondrium umgeben, in dem die Kollagenfibrillen verankert sind. Es sorgt für 
zusätzliche Stabilität. Knorpelgewebe ist gefäßfrei, die Knorpelzellen werden 
ausschließlich über Diffusion versorgt.  
Es werden drei Knorpeltypen unterschieden: 
1. Hyaliner Knorpel ist am weitesten verbreitet und in dieser Studie für die 
Nasenknorpelproben von Bedeutung. 
2. Elastischer Knorpel ähnelt dem hyalinen Knorpel im Aufbau, besitzt jedoch 
einen Anteil elastischer Fasern. Diese sind netzartig in die Knorpelmatrix 
eingelagert und sorgen für eine Druck- und Biegeelastizität. Dieser Knorpeltyp 
tritt unter anderem im Knorpelgewebe der Ohrmuschel auf, das in dieser 
Studie als Gewebeprobe verwendet wurde. 
3. Faserknorpel ist von dicken Kollagenfasern durchsetzt und tritt 
beispielsweise in den Zwischenwirbelscheiben (Disci intervertebrales) auf. Er 
ist für diese Studie primär nicht von Bedeutung. 
(Lüllmann-Rauch 2006: Taschenlehrbuch Histologie, 2. Auflage, Thieme 
Verlagsgruppe, Stuttgart) 
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Abb. 3: Darstellung von hyalinem Knorpelgewebe der Nase in Hämatoxilinfärbung 
weißer Balken = 20µm 
 
Die Gefäßversorgung des Nasenknorpels stammt aus dem Einstromgebiet der 
Arteria carotis interna über die Arteria ophthalmica, sowie der Arteria carotis externa 
über die Arteria maxillaris.  
Die aus elastischem Knorpel aufgebaute Ohrmuschel wird einerseits von anterior 
über die Arteria temporalis superficialis und deren Abgänge Arteriae auriculares 
anteriores, sowie von posterior über die Arteria auricularis posterior versorgt. Beide 
Arterien entspringen aus der Arteria carotis externa. (Schünke, Schulte Schumacher, 
Voll, Wesker (2006): Prometheus Lernatlas der Anatomie, Band Kopf und 
Neuroanatomie, Thieme Verlagsgruppe, Stuttgart) 
 
Warnke et al. haben die humanen Beta-Defensine -1, -2, und -3 erstmals in 
humanem Knochen und in Osteoblastenkulturen nachweisen können (Warnke et al. 
2005). Die drei Defensine schienen im oralen Knochen in größerer Menge als im 
übrigen Skelettsystem exprimiert zu werden. Dies könnte die hohe 
Infektionsresistenz des Mundhöhlenknochens bei kleinen oralchirurgischen Eingriffen 
(z.B. Zahnextraktionen) erklären. Auch der Nasenknorpel hat klinisch eine hohe 
Infektionsresistenz. Trotz fehlender Gefäßversorgung, die für eine Bereitstellung von 
Abwehrzellen des adaptiven Immunsystems notwendig wäre, sind Infektionen des 
Nasenknorpels bei operativen Eingriffen selten. Dieses ist bemerkenswert, da die 
direkte Nähe des Operationsfeldes zur kontaminierten Nasen- und Mundhöhle eine 
bakterielle Kontamination wahrscheinlich werden lässt.  
Chondrozyten 
 
 
 
Knorpelmatrix 
 
 
 
 
 
Perichondrium 
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Daher könnte ein bisher nicht entdecktes Immunsystem aus antimikrobiellen 
Peptiden die klinisch bekannte Infektionsresistenz des Nasenknorpels erklären. 
Gleiches gilt für den Ohrknorpel der Helix, der oft für die Rekonstruktion des 
Nasenknorpelgerüsts z.B. bei spaltbedingten Nasendefomitäten transplantiert wird.  
 
Ziel dieser Studie ist es zu klären, ob die drei antimikrobiellen Peptide des Menschen 
vom Typ humanes Beta-Defensine -1, -2 und -3 im menschlichen Knorpelgewebe 
des Ohres und der Nase immunhistochemisch nachgewiesen werden können. 
 
 
 
Abb. 4: Dargestellt ist ein freigelegtes Nasenknorpelgerüst im Rahmen einer 
Septorhinoplastik. Trotz der Nähe zur bakteriell kontaminierten Nasen- und Mundhöhle sind 
postoperative Infektionen des gefäßfreien Nasenknorpels selten. 
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2 Material und Methoden 
 
Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der 
Christian-Albrechts-Universität zu Kiel genehmigt (AZ.: D 411/09). 
Die Studie ist Teil des Projekts MyJoint zur Herstellung des ersten biologischen 
Ersatzgelenkes, das von der Europäischen Union gefördert wird (FP6-NEST-
0288619).  
 
2.1 Knorpelpräparate post mortem und intra operationem 
Es wurden im ersten Teil der Studie jeweils 10 Biopsien von Nasenflügelknorpel und 
als Kontrolle 10 Biopsien von Ohrknorpel von insgesamt 10 anatomischen 
Leichenpräparaten entnommen. 
Im zweiten Teil der Studie wurden sieben Knorpelproben von nasalem 
Septumknorpel und zwei Ohrknorpelproben im Rahmen von 
Nasenkorrekturoperationen (Septorhinoplastik) entnommen. Diese Proben stellten 
nicht weiter verwendbare Korpelreste dar, die beim Konturieren des Knorpels zur 
Bestimmung der Nasenform anfallen. Ziel war der Nachweis der humanen Beta-
Defensine -1, -2 und -3.  
Zusätzlich wurde noch von jedem Präparat eine negative Kontrolle mitgefärbt, die 
nicht mit hBD-Antikörpern markiert wurde.  
Als positive Kontrolle verwendeten wir Proben aus menschlicher Mundschleimhaut. 
Für Mundhöhlenepithel ist der positive Nachweis von den drei humanen Beta- 
Defensinen belegt (Dunsche et al. 2001, Dunsche et al. 2002).  
Diese Kontrolle wurde genau wie die Proben mit hBD-1, -2 und -3, sowie als 
Negativkontrolle angefärbt. 
Die in vivo entnommenen Proben stammten aus Septorhinoplastik-Operationen und 
Ohrplastiken bei Tumorpatienten und stellten nicht weiter verwendbare Gewebereste 
dar. 
 
2.2 Einbettung und Schneiden 
Die Gewonnenen Proben wurden nach der Fixierung in Formalin (J.T. Baker, 37%, 
Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, USA) zuerst in Paraffin (Paraplast, McCormick REF 
501006, McCormick Scientific, St. Louis, USA) eingebettet. Anschließend erfolgte die 
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Herstellung der Schnitte mit dem Mikrotom (Reichert-Jung, Heidelberg, Germany) in 
4 µm Dicke. Zur weiteren Bearbeitung wurden diese auf Glasobjektträger (Superfrost 
Plus, Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Germany) 
übertragen. 
 
2.3 Immunhistochemischer Defensinnachweis 
Der immunhistochemische Defensinnachweis erfolgte nach der Streptavidin-Biotin-
Complex-Technik (StreptAB-Complex), nach der zuerst die Defensine mittels 
passender Antikörper markiert werden. An diese Antikörper koppelt nun ein zweiter 
Antikörper. Dieser stellt über Biotin eine Verbindung mit dem StreptAB-Complex her. 
Der StreptAB-Complex ist mit Meerrettich-Peroxidase behaftet. Diese sorgt nach 
dem Farbsubstratauftrag schließlich für den Farbumschlag und die Markierung  
(Abb. 5). 
 
 
 
Abb. 5: Dargestellt ist die Funktion der Antigenmarkierung mittels primärem Antikörper und 
StreptAB-Complex. Das im Gewebe auf dem Objektträger befindliche Antigen (a) wird zuerst 
mit dem primären spezifischen Antikörper (b) markiert. An diesen binden dann ein 
sekundärer Antikörper und der Srept-AB-Complex (c,d). Dieser enthält die Peroxidase (e), 
die für den späteren Farbumschlag zuständig ist. 
 
a Antigen (Defensin) 
    auf Objektträger 
b Primärer  
    Antikörper 
d, c: StreptAB- 
   Complex und   
   sekundärer    
   Antikörper 
e Peroxidase 
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2.3.1 Vorbereitung der Materialien 
 
2.3.1.1 Entparaffinisieren 
Für die Entparaffinerisierung wurden folgende Materialien benötigt: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es wurden jeweils drei Küvetten mit Xylol beschickt und eine absteigend verdünnte 
Ethanolreihe angesetzt in der Reihenfolge 100%, 96%, 90%, 80%, 70%, 60% , 50%. 
Die restlichen Küvetten befüllten wir mit destilliertem Wasser und einer auf 3 % 
verdünnten H2O2-Lösung. 
 
2.3.1.2 TBS-Pufferlösung 
Es wurde eine Pufferlösung hergestellt, die sowohl zur Lagerung diente, als auch im 
Rahmen der immunhistochemischen Färbung weiter Verwendung fand. Es handelte 
sich um Tris-Buffered-Saline (TBS), bestehend aus 0,05 M Tris HCL und 0,15 M 
NaCl. 
Wir haben für unseren Versuch zuerst drei je zwei Liter fassende Kolben mit 
Pufferlösung angesetzt. 
Dazu wurden folgende Materialien verwendet:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tris HCl (Firma Sigma, Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid, 
Sigma-Aldrich Corporate Offices, St. Louis, USA) 
NaCl (Merck KGaA) 
elektrische Waage (Sartorius 1212 MP, Sartorius AG, Göttingen, 
Germany) 
Magnetrührgerät (IKA-Combimag RCT, IKA® Werke GmbH & Co. KG, 
Staufen, Germany) 
pH-Wert Messgerät (Eider) 
NaOHaq (Natronlauge 5 Molar, Merck) 
 
Xylol (J.T. Baker, C6H4(CH3)2) 
Ethanol (J.T. Baker, absolut) 
H2O2 (Merck KGaA, 30% Perhydrol pro analysi, Merck KGaA, 
Darmstadt, Germany) 
14 Glasküvetten mit Deckel (Roth H 554.1, CARL ROTH GMBH + CO. 
KG, Karlsruhe, Germany) 
Aqua destillata (destilliertes Wasser) 
 13 
Dazu wurden pro Gefäß 15,7g Tris HCL und 17,52g NaCl mit destilliertem Wasser 
vorerst bis auf circa 1,9 Liter Gesamtvolumen aufgefüllt und mit einen 
Magnetrührgerät bis zur vollständigen Auflösung vermischt. 
Der pH-Wert der Lösung wurde mit Hilfe eines Messgeräts auf einen Wert von 7,6 
eingestellt. Da bei unseren Versuchen der pH-Wert immer nach oben korrigiert 
werden musste, verwendeten wir dazu ausschließlich NaOHaq (Natronlauge). Zur 
Absenkung des pH-Wertes kann dafür HCLaq (Salzsäure) verwendet werden.  
Es hat sich eine 5 molare Lösung als vorteilhaft herausgestellt, da aufgrund der recht 
hohen Konzentration der Lauge nur ein geringes Volumen zugeführt wurde. Wichtig 
war, dass am Ende genau 2 Liter Lösung vorhanden waren, damit die 
Konzentrationsverhältnisse des Puffers stimmten. Daher wurde nach dem Einstellen 
des pH-Wertes die noch fehlende Menge bis auf 2 Liter Gesamtvolumen mit 
destilliertem Wasser ergänzt. Das spätere Zufügen von geringen Mengen 
destillierten Wassers hat auf den eingestellten pH-Wert nur einen minimalen zu 
vernachlässigenden Einfluss. 
 
2.3.2 Vorbereitung der Reagenzien 
 
2.3.2.1 Primärer Antikörperkomplex 
Der primäre Antikörperkomplex bestand aus Kaninchen-Antikörpern, die gegen die 
humanen Beta-Defensine -1, -2, und -3 gerichtet waren. 
Dazu wurden folgende Materialien benötigt:  
Rinderalbumin TBA(Sigma, Albumin Bovine, Fraction V) 
Anti-Human Kaninchen-Antikörper gegen hBD-1, -2 und -3 
(Anti-Beta-Defensin-1 DEF01-S,  
Anti-human-Beta-Defensin-2 DEF002,  
Beta-Defensin-3 DEF03-A, Biologo Dr. Hartmut Schultheiß e.K., Kronshagen, 
Germany ) 
Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5415, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, 
Wesseling-Berzdorf, Germany) 
justierbare Pipette (Eppendorf) 
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Wir stellten  50ml einer 1%igen Rinderalbumin-Tris-Buffered-Saline-Lösung  her. Das 
pulverförmige Rinderalbumin wurde dazu mit einem Rüttelgerät im TBS-Puffer in 
Lösung gebracht. Wir verwendeten dazu ein elektrisches Rüttelgerät (REAX top, 
Heidolph). 
Die drei primären Kaninchen-Antikörper wurden nun jeweils im Verhältnis 1:500 mit 
der Rinderalbuminlösung verdünnt. Zuvor zentrifugierten wir die Antikörper auf den 
Boden des Gefäßes, damit aufgrund der geringen Menge sämtliche Flüssigkeit mit 
der Pipette zu erreichen war. 
 
2.3.2.2 Sekundärer Antikörper-Komplex 
Der sekundäre Antikörper-Komplex stellt die chemische Verbindung zu dem 
primären Kaninchen-Antikörper her. Er enthielt die Meerrettich-Peroxidase, die 
später das Substrat für die Farbreaktion spaltete. 
Für die Herstellung wurden folgende Materialien benötigt:  
 
50µl der Reagenz C (sekundärer biotinylierter Ziegenantikörper) wurden mit 5ml 
TBS-Puffer  vermischt. 
Für die spätere Farbreaktion wurden nun jeweils 50µl der Reagenzien A 
(Streptavidin) und B (Meerrettich-Peroxidase) mit 5ml TBS-Puffer vermischt, die 
Lösung muss für 15 Minuten stehen. 
 
2.3.2.3 Diaminobenzidin-Substrat (DAB) 
 
Strept AB Complex/ HRP Duet Mouse/Rabbit Box  (Firma DakoCytomation, Dako 
Deutschland GmbH, Hamburg, Germany)  
 mit drei Substanzen:  A= Streptavidin,  
 B= Biotinylated Peroxidase,  
 C= Biotinylated Goat Anti-Mouse/Rabbit 1% 
1 DAB-Substrat Tablette (DakoCytomation Diaminobenzidine Tabletten, Code Nr. 
S 3000) 
justierbare Pipette (Eppendorf Research) 
Aluminiumfolie 
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Als letzter Schritt folgte das Ansetzen des DAB-Substrates, das später für die 
Farbreaktion verantwortlich war. Dazu musste eine DAB-Tablette unter Lichtschutz in 
10ml TBS-Puffer aufgelöst werden. Davon wurden 4ml in ein sauberes Gefäß 
pipettiert und mit 30µl 3%igem Wasserstoffperoxid vermischt. 
Als Lichtschutz wählten wir normale Haushalts-Aluminiumfolie, welche um das Gefäß 
gewickelt wurde. 
 
2.3.3 Die Entparaffinisierung 
Da die Proben nun in Paraffin vorlagen, mussten sie für die immunhistochemische 
Färbung wieder in wässriges Medium zurückgeführt werden. 
Nun wurden die Präparate nacheinander in die drei Küvetten mit Xylol für das grobe 
Entfernen des Paraffins gebracht und die Proben für jeweils 10 Minuten darin 
belassen. Es erwies sich als hilfreich, wenn die Präparate vor der Entparaffinisierung 
für ca. 60 Minuten im 37°C warmen Brutschrank (Firma Binder) erwärmt wurden. 
 
Im Anschluss folgte die absteigende Ethanol-Reihe angefangen bei 100%. Diese 
bewirkt eine schonende Rückführung in ein wässriges Medium sowie ein Entfettung, 
ohne die Proben zu schädigen. Die Schnitte wurden für jeweils fünf Minuten darin 
belassen. 
 
Zur Inaktivierung der zellulären Peroxidase in den Schnitten wurde die nun in das 
3%ige H2O2 Bad eingebracht. Dieser Schritt war wichtig, da später durch eine 
künstliche Peroxidase-Reaktion der positive Farbumschlag verursacht wurde. Die 
intrazellulär vorhandene Peroxidase würde ein falsch-positives Ergebnis liefern. Die 
Proben wurden für zuerst fünf Minuten in H2O2, sowie anschließend zur Spülung in 
destilliertem Wasser für jeweils fünf Minuten belassen.  
Anschließend wurden die Proben in TBS Puffer-Lösung gelagert, um sie vor 
Austrocknung zu schützen. 
 
2.3.4 Färbung der Schnitte 
Im Anschluss an die Paraffinentfernung konnte die immunhistochemische Färbung 
erfolgen. Dafür wurden folgende Materialien benötigt: 
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Zuerst wurden die Schnitte auf den Objektträgern mit dem Dako-Pen umrandet. 
Dadurch waren sie leichter zu identifizieren, und die wasserabweisende Farbe diente 
als Barriere für die aufzutragenden Substanzen. 
 
2.3.4.1 Primärer Antigen-Antikörper Komplex 
Anschließend konnten die primären Kaninchen-Antikörper für hBD-1, -2, -3, sowie als 
reine Rinderalbumin-TBS-Puffer Lösung für die Negativkontrolle im Überschuss 
aufgetragen werden. 
Dies erfolgte mittels einer auf die nötige Menge voreinstellbaren Pipette (Eppendorf). 
Für jedes Präparat hat sich dabei eine Menge von 100-150 µl Flüssigkeit je nach 
Größe des Präparates als vorteilhaft erwiesen. Die primären Antikörper binden an die 
humanen Beta-Defensine im Gewebe. 
Nach einer Einwirkzeit von zwei Stunden wurden die Präparate in drei TBS-
Pufferbädern für jeweils fünf Minuten gespült. 
 
2.3.4.2 Sekundärer biotinylierter Ziegenantikörper 
Die mit Kaninchenantikörpern markierten Präparate wurden nun mit biotinyliertem 
Ziegenantikörper versehen. Das Auftragen erfolgte wiederum im Überschuss, um 
eine optimale Benetzung zu gewährleisten. Nach 30 Minuten Einwirkzeit wurden die 
Schnitte erneut in drei TBS Pufferbädern für jeweils fünf Minuten gewaschen. 
Durch den sekundären Antikörper wurde eine Verbindung für den folgenden 
StreptAB-Komplex geschaffen, der die Peroxidase für den späteren Farbumschlag 
enthält. 
 
 
Dako-Pen (DakoCytomation) 
justierbare Pipette (Eppendorf Research) 
primäre Antikörper (siehe 2.3.2 Vorbereitung der Reagenzien) 
StreptAB-Komplex (siehe 2.3.2 Vorbereitung der Reagenzien) 
DAB-Substrat (siehe 2.3.2 Vorbereitung der Reagenzien) 
TBS-Puffer (siehe 2.3.1 Vorbereitung der Materialien) 
Rinderalbumin-TBS-Lösung (siehe 2.3.2) 
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2.3.4.3 Strept-AB Komplex/HRP 
Anschließend wurde die zuvor hergestellte Strept-AB-Komplex Lösung im 
Überschuss aufgetragen und wirkte für 30 Minuten ein. Bei dieser Reaktion entstand 
ein Komplex zwischen den Antikörpern und Meerrettich-Peroxidase (HRP), welche 
später das Substrat spaltete und für einen Farbumschlag sorgte. 
Es folgte das Waschen in drei Pufferbädern für jeweils fünf Minuten. 
 
2.3.4.4 Färbung mit Diaminobenzidine (DAB) Tabletten 
Zuletzt konnte das Auftragen des DAB-Substrates erfolgen. Dieses wurde im 
Überschuss aufgetragen und für 5-10 Minuten inkubiert. Eine längere Inkubation 
führte zu einer kräftigeren Farbreaktion, was für die jeweilige Situation abgeschätzt 
werden musste. 
Anschließend wurde mit destilliertem Wasser gespült. 
 
2.3.5 Hämatoxilin-Gegenfärbung und Eindeckeln der Präparate 
Für die Darstellung des Gewebehintergrunds wurden die Präparate mit Hämatoxilin 
eingefärbt. Anschließend wurden die Präparate mit Glyceringelatine fixiert und mit 
Deckgläsern versehen. Dazu wurden folgende Materialien benötigt: 
 
 
 
 
 
 
Die Glyceringelatine musste vor Anwendung im Brutschrank (BINDER GmbH, 
Tuttlingen, Germany) verflüssigt werden bei ca. 60°C. 
 
Die Hintergrund-Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxilin. Dazu wurden die Präparate 
im Ständer kurz in eine Küvette mit Hämatoxilin getaucht (ca. 5-10 Sekunden) und 
für 10 Minuten mit fließendem Leitungswasser gespült. Die Salze des 
Leitungswassers sorgten in diesem Fall für die Farbreaktion. Dabei war auf einen 
langsamen Wasserfluss zu achten, um die Präparate nicht zu beschädigen. 
 
Hämatoxilin (Hämalaun nach Mayeer, Merck KgaA) 
Objektträgerdeckel (Deckgläser in verschiedenen Größen, Menzel) 
Glyceringelatine (Kaisers Glyceringelatine, Merck 1.09242.0100) 
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Zum Schluss wurden die Präparate kurz mit Destilliertem Wasser gespült und mit 
Kaiser’s Glyceringelatine eingedeckelt. Nach 24 Stunden Trocknungszeit konnten die 
Präparate mit dem Mikroskop untersucht werden. 
 
2.4  Semiquantitative Analyse der Immunfärbung 
Als Maßstab für die Immunreaktion galt die Intensität des Farbumschlags der 
Proben. Ein starker Farbkontrast deutete auf eine starke Immunreaktion hin. Dies 
wiederum nahmen wir als Hinweis auf eine größere Anhäufung antimikrobieller 
Peptide. 
Wir generierten ein Punktesystem zur quantitativen Bewertung des beobachteten 
Farbumschlages. Dieses setzte sich wie folgt zusammen: 
Die Punktbewertung wurde von einem unabhängigen Juror durchgeführt, der nicht 
über Art der immunhistochemischen Färbung oder das vorliegende Präparat 
informiert war. 
 
2.5 Grafische Auswertung 
Für die mikroskopisch-grafische Auswertung der immunhistochemischen Färbung 
wurde das Nikon Microphot-FXA Microscope (Nikon Inc, New York, USA), mit 
Kamera Axio-Cam MRc5 (Carl Zeiss AG, Jena, Germany) verwendet. Diese Kamera 
war ein digitaler Mikroskopaufsatz, der an den Videoanschluss eines PCs gekoppelt 
werden konnte. 
Dort wurden die eigentlichen Aufnahmen mittels der Soltware Axio Vision Rel 4.6 der 
Firma Zeiss angefertigt. Die Software besaß automatische Einstellung für Belichtung, 
Farbe und Weißabgleich, sowie eine Hilfe zur Schärfeeinstellung am Mikroskop. 
Außerdem konnte ein Größenmaßstab auf das Bild eingefügt werden. 
Die aufgenommenen Bilder konnten im Format JPEG auf der Festplatte abgelegt 
werden, wo sie zur Auswertung und weiteren Bearbeitung zur Verfügung standen. 
1 Punkt: für Immunreaktion innerhalb der Chondrozyten 
1 Punkt: für Immunreaktion entlang des Perychondriums 
1 Punkt: für feine Immunbanden 1-2 Chondrozytenbreiten in die Knorpelmatrix 
hinein 
1 Punkt: Extrapunkt für breite Immunbanden innerhalb der Knorpelmatrix größer 
als 2 Chondrozytenbreiten 
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Die Beschriftungen und Pfeile wurden mit der Textverarbeitungssoftware Word 2003 
(Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim, Germany) und der 
Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop (Adobe Systems GmbH, München, 
Germany) bearbeitet. 
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3 Ergebnisse 
 
Die Studie wurde in zwei Teile gegliedert. Es wurden 10 Proben Nasenknorpel und  
10 Proben Ohrknorpel post mortem entnommen, sowie sieben Proben Nasenknorpel 
und zwei Proben Ohrknorpel intra operationem entnommen untersucht. 
 
Teil 1:  
3.1 Nasenflügelknorpel post mortem entnommen 
In den post mortem entnommenen und immunhistochemisch angefärbten Proben 
des Nasenflügelknorpels zeigten sich deutliche Immunreaktionen. Das war für alle 3 
Defensine hBD-1, hBD-2 und hBD-3 der Fall.  
Die Farbreaktion war in allen Präparaten von Perichondrium ausgehend zu finden. 
Diese zeigte sich auch innerhalb der Chondrozyten im Zytoplasma und schien von 
dort auf die Knorpelmatrix überzugreifen. Dieser Effekt war allerdings nur in einem 
schmalen Bereich jenseits des Perichondriums zu beobachten. (Abb. 6-9) 
 
3.2 Ohrknorpel post mortem entnommen 
Auch bei den Proben des Ohrknorpels konnten wir eindeutige Farbreaktionen 
erkennen. Alle drei Defensine waren besonders im Perichondrium stark angefärbt, 
sowie teilweise im Zytoplasma der Chondrozyten. Auch zeigte sich eine Infiltration 
der Knorpelmatrix, welche größtenteils bei den hBD-3 markierten Proben am 
deutlichsten zu sehen war. (Abb. 10-13) 
 
Teil 2: 
3.3 Nasenflügelknorpel intra operationem entnommen 
Die intra operationem entnommenen Knorpelproben ließen eine deutliche 
Immunreaktion erkennen. Dies war sowohl im Perichondrium, als auch in einigen 
Chondrozyten zu beobachten. Auch die Knorpelmatrix zeigte in den Randbereichen 
eine deutliche Braunverfärbung. (Abb. 14-15.) 
 
3.4 Ohrknorpel intra operationem entnommen 
Der Ohrknorpel ließ eine ähnliche Strukturierung der Farbreaktionen erkennen wie 
die übrigen Proben. Das Perichondrium war sehr deutlich erkennbar verfärbt, auch 
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das Zytoplasma einiger Chondrozyten zeigte eine klare Immunreaktion. Die 
Knorpelmatrix war in den verschiedenen Proben unterschiedlich stark markiert, am 
deutlichsten bei hBD-3. (Abb. 16-17) 
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3.1 Nasenknorpel post mortem entnommen 
 
 
a 
 
 
b 
 
Abbildung 6: 
Darstellung von hBD-1 im post mortem entnommenen Nasenknorpel 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Braunfärbung des Perichondriums mit Ausbreitung in die Knorpelmatrix 
(schwarze Pfeile) 
[b]: brauner Farbumschlag bis in die Knorpelmatrix hinein (schwarzer Pfeil) 
Farbreaktion auf hBD-1 Expression sogar in Chondrozyten nachweisbar  
(weißer Pfeil) 
weißer Balken = 20µm 
 
C 
PCh 
C 
PCh 
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Abbildung 7: 
Darstellung von hBD-2 im post mortem entnommenen Nasenknorpel 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Braunfärbung des Perichondriums mit Ausbreitung in die Knorpelmatrix 
(schwarze Pfeile) 
[b]: brauner Farbumschlag bis in die Knorpelmatrix hinein (schwarzer Pfeil) 
Farbreaktion auf hBD-2 Expression sogar in Chondrozyten nachweisbar  
(weißer Pfeil) 
weißer Balken = 20µm 
C 
PCh 
C 
PCh 
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Abbildung 8: 
Darstellung von hBD-3 im post mortem entnommenen Nasenknorpel 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Braunfärbung des Perichondriums mit Ausbreitung in die Knorpelmatrix 
(schwarze Pfeile) 
[b]: brauner Farbumschlag bis in die Knorpelmatrix hinein (schwarzer Pfeil) 
Farbreaktion auf hBD-3 Expression sogar in Chondrozyten nachweisbar  
(weißer Pfeil) 
Insgesamt ist hBD-3 stärker ausgeprägt als die anderen beiden Beta-Defensine. 
weißer Balken = 20µm 
 
C 
PCh 
C 
PCh 
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Abbildung 9: 
Darstellung der Negativ-Kontrolle des post mortem entnommenen Nasenknorpels 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: keine Braunfärbung erkennbar 
[b]: weder braune Farbreaktion in der Knorpelmatrix (schwarzer Pfeil), 
noch in Chondrozyten nachweisbar (weißer Pfeil) 
weißer Balken = 20µm 
 
C 
PCh 
C 
PCh 
 26 
3.2 Ohrknorpel post mortem entnommen 
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Abbildung 10: 
Darstellung von hBD-1 im post mortem entnommenen Ohrknorpel 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Braunfärbung des Perichondriums mit Ausbreitung in die Knorpelmatrix 
(schwarze Pfeile) 
[b]: brauner Farbumschlag bis in die Knorpelmatrix hinein (schwarzer Pfeil) 
Farbreaktion auf hBD-1 Expression sogar in Chondrozyten nachweisbar  
(weißer Pfeil) 
weißer Balken = 20µm 
C PCh 
C 
PCh 
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Abbildung 11: 
Darstellung von hBD-2 im post mortem entnommenen Ohrknorpel 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Braunfärbung des Perichondriums mit Ausbreitung in die Knorpelmatrix 
(schwarze Pfeile) 
[b]: brauner Farbumschlag bis in die Knorpelmatrix hinein (schwarzer Pfeil) 
Farbreaktion auf hBD-2 Expression sogar in Chondrozyten nachweisbar  
(weißer Pfeil) 
weißer Balken = 20µm 
C 
PCh 
C 
PCh 
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Abbildung 12: 
Darstellung von hBD-3 im post mortem entnommenen Ohrknorpel 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Braunfärbung des Perichondriums mit Ausbreitung in die Knorpelmatrix 
(schwarze Pfeile) 
[b]: brauner Farbumschlag bis in die Knorpelmatrix hinein (schwarzer Pfeil) 
Farbreaktion auf hBD-3 Expression sogar in Chondrozyten nachweisbar  
(weißer Pfeil) 
Insgesamt ist hBD-3 stärker ausgeprägt, als die anderen beiden Beta-Defensine 
weißer Balken = 20µm 
C 
PCh 
C 
PCh 
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Abbildung 13: 
Darstellung der Negativ-Kontrolle des post mortem entnommenen Ohrknorpels 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: keine Braunfärbung erkennbar 
[b]: weder braune Farbreaktion im Perichondrium (schwarzer Pfeil), 
noch in Chondrozyten nachweisbar (weißer Pfeil) 
 
C 
PCh 
C 
PCh 
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3.3 Nasenknorpel intra operationem entnommen 
 
 
a 
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Abbildung 14: 
Darstellung der immunhistochemischen Untersuchung von intra operationem 
entnommenem Nasenknorpelgewebe 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Anfärbung von hBD-1 sowohl im Perichondrium, als auch in Zellen erkennbar 
[b]: hBD-2 ist deutlich mit braunem Marker versehen 
 
PCh 
C 
PCh 
C 
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Abbildung 15: 
Darstellung der immunhistochemischen Untersuchung von intra operationem 
entnommenem Nasenknorpelgewebe 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: hBD-3 ist sowohl im Perichondrium, als auch in Chondrozyten erkennbar 
Auch hier ist der Farbumschlag deutlicher ausgeprägt, als bei Abb. 14 [a] und [b]. 
[b]: Negativkontrolle; keine braune Verfärbung erkennbar 
weiße Balken = 20µm 
PCh 
C 
C 
PCh 
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3.4 Ohrknorpel intra operationem entnommen 
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Abbildung 16: 
Darstellung der immunhistochemischen Untersuchung von intra operationem 
entnommenem Ohrknorpelgewebe 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: Anfärbung von hBD-1 sowohl im Perichondrium, als auch in Zellen erkennbar 
[b]: hBD-2 ist deutlich mit braunem Marker versehen 
PCh 
C 
PCh 
C 
 33 
 
 
 
a 
 
 
b 
 
Abbildung 17: 
Darstellung der immunhistochemischen Untersuchung von intra operationem 
entnommenem Ohrknorpelgewebe 
[C: Knorpelmatrix, PCh: Perichondrium] 
[a]: HBD-3 ist sowohl im Perichondrium, als auch in Chondrozyten erkennbar, 
die Farbreaktion ist allerdings deutlicher, als bei Abb. 16 [a] und [b]. 
[b]: Negativkontrolle; keine braune Verfärbung erkennbar 
weißer Balken = 20µm 
 
PCh 
C 
PCh 
C 
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3.5 Semiquantitative Analyse der Immunreaktion 
 
Zur quantitativen Bewertung der Farbreaktionen wurde ein Punktsystem mit maximal 
12 möglichen Punkten eingeführt, um eine bessere Vergleichbarkeit unter den 
verschiedenen Proben zu erreichen. 
Die Präparate wurden mit dem Mikroskop rein subjektiv beurteilt und bewertet. 
 
Das Punktesystem setzte sich wie folgt zusammen:  
1 Punkt: für Immunreaktion innerhalb der Chondrozyten 
1 Punkt: für Immunreaktion entlang des Perichondriums 
1 Punkt: für feine Immunbanden 1-2 Chondrozytenbreiten in Knorpelmatrix hinein 
1 Extrapunkt für breite Immunbanden in Knorpelmatrix größer als 2 
Chondrozytenbreiten 
 
Wie in folgenden Tabellen und Grafiken veranschaulicht, wurden die verschiedenen 
Proben aus Ohr- und Nasenknorpel jeweils intra operationem und post mortem 
entnommen gegenübergestellt. Zusammengefasst waren die Antikörper hBD-1 und 
hBD-2 deutlich schwächer markiert, als hBD-3.  
Zwischen den unterschiedlichen Proben einer hBD-Gruppe waren jedoch keine 
nennenswerten Unterschiede nachzuweisen. Sowohl die Proben aus Nase und Ohr, 
als die intra operationem und post mortem entnommenen Präparate wiesen ungefähr 
einen Punktwert von 9 auf. 
Allerdings ließen sich Unterschiede in der Verteilung der unterschiedlichen Beta-
Defensine erkennen. So waren die Defensine hBD-1 und hBD-2 durchschnittlich mit 
jeweils zwei bis drei Punkten vertreten, während für hBD-3 gemittelt zwischen drei 
und vier Punkte verteilt werden konnten (Tabelle 1, Abb. 18). 
 
Kontrollen: 
Wir führten sowohl eine positive, als auch eine negative Kontrolle durch. Für die 
positive Kontrolle verwendeten wir wie schon zu Anfang erwähnt Proben der 
Mundschleimhaut. Für Mundhöhlenepithel ist der positive Nachweis von den drei 
humanen Beta-Defensinen belegt (Dunsche et al. 2001, Dunsche et al. 2002). 
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Die positiven Kontrollen wurden genau wie die Knorpelproben mit hBD-1, -2 und -3 
Antikörpern markiert und gefärbt. Außerdem wendeten wir die negative Kontrolle auf 
sie an. 
Die negative Kontrolle enthielt alle Schritte der Immunfärbung, außer dass der 
primäre Antikörperkomplex durch reine Rinderalbumin-Puffer-Lösung ersetzt wurde, 
wie schon im Teil Material und Methoden beschrieben. Wie erwartet zeigte sich in 
der negativen Kontrolle keine Farbreaktion. 
 
Teil 1 
 
Tab. 1: Semiquantitative Analyse der post mortem entnommenen Knorpelproben 
Es ist die subjektiv beurteilte Ausprägung der Farbreaktion darstellt. Für die Analyse wurde 
ein Punktesystem erstellt mit einer maximalen Punktzahl von 12.  
 
Teil 2 
Knorpelprobe hBD-1 hBD-2 hBD-3 Gesamtpunktzahlen 
Intra operationem +++ ++(+) +++(+) 9,43 
 Nase         
Intra operationem ++(+) ++(+) +++(+) 8,5 
 Ohr         
 
Tab. 2: Semiquantitative Analyse der intra operationem entnommenen Knorpelproben 
Es ist die subjektiv beurteilte Ausprägung der Farbreaktion darstellt. Für die Analyse wurde 
ein Punktesystem erstellt mit einer maximalen Punktzahl von 12.  
Knorpelprobe hBD-1 hBD-2 hBD-3 Gesamtpunktzahlen 
Post mortem +++ ++(+) +++ 9,29 
 Nase         
Post mortem ++(+) +++ +++ 9,18 
 Ohr         
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Abb. 18 zeigt grafisch die Verteilung der drei humanen Beta-Defensine in jeweils einem 
Präparat anhand einer Punkteverteilung mit maximal 12 möglichen Punkten. 
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4 Diskussion 
 
In dieser Studie sollte der Frage nachgegangen werden, ob im Nasen- und 
Ohrknorpelgewebe ein eigenes Immunsystem auf der Basis von antimikrobiellen 
Peptiden nachweisbar ist. Diese Frage konnte beantwortet werden. 
 
In den vergangen beiden Jahrzehnten wurde ein bis dato völlig unentdecktes 
angeborenes Immunsystem erforscht. Dieses ist in der Lage zellunabhängig auf der 
Basis von antimikrobiellen Peptiden zu agieren. Diese Peptide sind in der Lage, 
fremde Zellen direkt und ohne Umweg über das langsamere zelluläre Immunsystem 
zu eliminieren (Boman 2003). Antimikrobiellen Peptide wurden bereits bei vielen 
Pflanzen (Fernandez de Caleya et al. 1972), Insekten (Boman et al. 1991), 
Amphibien (Zasloff 1987) und Säugern (Yang et al. 2002) nachgewiesen.  
Beim Menschen sind antimikrobielle Peptide auf Epithelien, den Panethzellen des 
Dünndarms, sowie in den Leukozyten des Blutes entdeckt worden. Nach Boman 
2003 sorgen sie für eine Art Gleichgewicht zwischen den fakultativ pathogenen 
Keimen und deren symbiotischem Nutzen. Das heißt, sie reduzieren automatisch die 
Anzahl der Bakterien auf ein nicht schädliches Maß und halten sie von gefährdeten 
Bereichen fern. An einigen erblichen Mangelerkrankungen werden die 
schwerwiegenden Folgen des Fehlens eines dieser Peptide, des Cathelicidins LL-37 
erkennbar (Pütsep et al. 2002). 
Die Arbeit dieser Moleküle läuft für den Körper wesentlich schneller und 
energiesparender ab, als über den Umweg der Antigenerkennung des erworbenen 
Immunsystems (Boman 2003). 
Wie bereits erwähnt stellen beim Menschen die Gruppen der Alpha- und die Beta-
Defensine die wichtigsten Vertreter dar. 
HBD-1 wurde zuerst aus Blutplasma isoliert (Bensch et al. 1995) und ist mittlerweile 
in fast allen epithelialen Geweben des menschlichen Körpers nachgewiesen.  
Es folgte die Isolierung von hBD-2 und -3 aus Hautzellen von an Psoriasis erkrankter 
Patienten (García et al. 2001a, Harder et al. 1997, Harder et al. 2001).  
Von den Beta-Defensinen gelten hBD-2 und -3 als regulierbar durch Interleukine, 
Tumornekrosefaktor-Alpha, sowie durch Interferon-Gamma (García et al. 2001a, 
Harder et al. 2001, Liu et al. 2002). 
 38 
 
Varoga et. al. haben bereits antimikrobielle Peptide im Gelenkknorpel des Menschen 
nachgewiesen (Varoga et al. 2004, Varoga et al. 2005, Varoga et al. 2006).  
Für uns hat sich daraufhin die Frage gestellt, ob humane Beta-Defensine auch im 
Nasen- und Ohrknorpel des Menschen auftreten.  
 
Operationen am Nasenknorpel gehören zum klinischen Alltag in der Mund-, Kiefer- 
und Gesichtschirurgie, sowie der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde. 
Nasendeformitäten kommen insbesondere bei Kindern mit Lippen-Kiefer-
Gaumenspalten vor. Diese Lippen-Kiefer-Gaumen Spalten sind die zweithäufigste 
Fehlbildung des Menschen (1:500), und fast jeder junge Patient braucht um das 18. 
Lebensjahr eine Nasenkorrektur-Operation, die immer mit Freilegung des 
Nasenknorpels einhergeht. Außerdem nehmen ästhetische Korrektur-Operationen 
der Nase einen immer höheren Stellenwert ein. 
Bisher waren Mediziner in der medikamentösen Bekämpfung von Erregern fast 
ausschließlich auf Antibiotika angewiesen. Dass diese Tatsache mehr und mehr zu 
einem Problem wird, zeigen aktuelle klinische Studien, die sich mit der zunehmenden 
Entwicklung resistenter Bakterienstämme in den Industrienationen beschäftigen 
(Rossolini, Matengoli, 2008). Durch die Zunahme resistenter Bakterienstämme 
besitzen antimikrobielle Peptide eine immer größer werdende medizinische und 
pharmakologische Relevanz.  
 
Die Regulierbarkeit der antimikrobiellen Peptide durch Interleukine, Interferone und 
Tumornekrosefaktoren, sowie über Toll-like Rezeptoren stellt eine Schnittstelle für 
medikamentöse Eingriffsmöglichkeiten dar. Wenn diese Reaktionsmechanismen 
entschlüsselt werden können, könnte die Infektionsresistenz weiter verbessert 
werden. Das gilt für alle Bereiche des Körpers. 
Insbesondere für Osteoarthritis und Gelenkknorpel wäre dieser Mechanismus 
wertvoll. Zukünftige Studien befassen sich mit diesem Thema. 
 
In dieser Studie haben wir im ersten Teil 10 Proben Nasenknorpel und 10 Proben 
Ohrknorpel post mortem aus Leichenpräparaten entnommen und untersucht. Im 
zweiten Teil wurden 7 Proben Nasenknorpel und 2 Proben Ohrknorpel im Rahmen 
von Septorhinoplastiken entnommen. Diese Proben wurden in Paraffin eingebettet 
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und mit dem Mikrotom geschnitten. Anschließend folgte die immunhistochemische 
Färbung und Untersuchung auf die humanen Beta-Defensine 1, 2 und 3. 
 
Für die farbliche Markierung der vermuteten Defensine verwendeten wir die 
Streptavidin-Biotin-Technik. Es handelt sich hierbei um eine Routinediagnostik, die 
sich im immunhistochemischen Labor der Klinik für Mund-, Kiefer- und 
Gesichtschirurgie in Kiel bewährt hat. Sie wurde streng nach Angaben des 
Herstellers, sowie ergänzend nach laboreigenen Protokollen durchgeführt. 
Die zuerst verwendete Substratlösung AEC (DakoCytomation AEC Substrat-
Chromogen, Code Nr. K 3464) erwies sich für Knorpelgewebe als zu ungenau, da 
sich der Farbstoff in die Knorpelmatrix einzulagern schien. Das wiederum führte zu 
falsch positiven Ergebnissen. 
Mit den anschließend verwendeten Substrat DAB (DakoCytomation 
Diaminobenzidine (DAB) Tabletten, Code Nr. S 3000) erzielten wir bessere 
Ergebnisse. 
Die angefärbten Präparate wurden unter dem Mikroskop subjektiv beurteilt und mit 
einer digitalen Kamera aufgenommen. 
Für eine bessere Auswertungsmöglichkeit kreierten wir ein punktbasiertes 
Bewertungssystem mit einer maximal möglichen Punktzahl von 12 Punkten. Die 
Punktbewertung erfolgte durch einen unabhängigen Juror, der nicht über Art der 
immunhistochemischen Färbung oder das vorliegende Präparat informiert war. 
 
Die unterschiedlichen Knorpelproben wiesen in ihrer Gesamt-hBD-Konzentration 
keine nennenswerten Unterschiede auf. Bei allen vier Proben wurde jeweils eine 
ungefähre Gesamtpunktzahl von neun Punkten beobachtet. Allerdings wiesen die 
Proben Unterschiede in der Verteilung der einzelnen Beta-Defensine auf. So war 
hBD-3 deutlich stärker ausgeprägt als hBD-1 und -2 (über drei Punkte im Gegensatz 
zu 2-3 Punkten bei hBD-1 und -2, Tab. 1). 
Die Defensinausbreitung schien vom Perichondrium auszugehen und von dort den 
äußeren Rand der Knorpelmatrix zu infiltrieren. Außerdem waren ein vielen 
Präparaten die Chondrozyten selbst farblich markiert, was auf eine chondrozytäre 
Defensinproduktion hindeutet. Diese Hypothese ist allerdings nicht eindeutig, 
könnten die Defensine so auch vom Perichondrium aus über Endozytose in die 
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Chondrozyten aufgenommen worden sein. Genaueres müssen zukünftige Studien 
zeigen. 
 
Diese Erkenntnisse könnten in der plastischen Chirurgie Anwendung finden. Das 
äußere Erscheinungsbild gewinnt für die Menschen zunehmend an Bedeutung. So 
sind resorbierbare und mit antimikrobiellen Peptiden beschichtete Membranen 
denkbar, die bei Chondroplastiken während der Einheilung Schutz- und Stützfunktion 
bieten.  
Zukünftige Studien müssen zeigen, ob antimikrobielle Peptide auch auf den 
Gelenkknorpel übertragbare Schutzfunktionen bieten können. Varoga et al. konnten 
eine Hochregulation von hBD-3 in osteoarthritisch geschädigtem Gelenkknorpel 
nachweisen. Dort wurden über hBD-3 extrazelluläre-Matrix-abbauende Matrix-
Metallo-Proteinasen (MMPs) aktiviert, was letztendlich zu einer Schädigung des 
Knorpelgewebes beitrug (Varoga et al. 2005). Grundlage für diese 
Knorpeldegeneration waren allerdings entzündliche Prozesse, wie sie bei 
osteoarthritischer Knorpeldegeneration vorkommen. Die genauen Vorgänge wurden 
bisher nur annähernd erforscht. 
Es ist daher von großer Bedeutung, diese Regulationsmechanismen der 
antimikrobiellen Peptide bei Entzündungsvorgängen in humanem Knorpelgewebe 
genau zu verstehen. Durch die genaue Kenntnis der anabolen und kathabolen 
Eigenschaften der Moleküle könnten diese in der Chirurgie Anwendung finden und 
für den gezielten Aufbau und Erhalt von Knorpelgewebe genutzt werden. 
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5 Zusammenfassung 
 
Die Entwicklung resistenter Bakterienstämme stellt die Medizin vor zunehmende 
Probleme. Antimikrobielle Peptide könnten in diesem Fall Abhilfe schaffen und 
zeigen eine außerordentliche medizinische Relevanz. Sie besitzen die Fähigkeit, auf 
molekularer Basis zellunabhängig Bakterien zu identifizieren und zu eliminieren. Sie 
wurden bereits in vielen epithelialen Geweben des menschlichen Körpers, im Blut, 
sowie im Knochen entdeckt und haben ein neues Bild des menschlichen 
Immunsystems aufgeworfen. Durch ihre Regulierbarkeit könnten sie eine Alternative 
zu den herkömmlichen Antibiotika darstellen. 
Operationen an Nasen- und Ohrknorpelgewebe stellen Routineoperationen im 
klinischen Alltag der Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie und der Hals-, Nasen-, 
Ohrenheilkunde dar. Wiederherstellungsplastiken der Nase und der Ohren im 
Rahmen von ästhetischen Operationen nehmen einen immer höheren Stellenwert 
ein. 
Uns hat nun die Frage interessiert, ob antimikrobielle Peptide auch im menschlichen 
Ohr- und Nasenknorpelgewebe auftreten. Besonders der Nasenknorpel ist beständig 
der keimbelasteten Nasenhöhle ausgesetzt. Trotz seiner geringen Durchblutung 
treten wenig Infektionen bei operativen Eingriffen auf.  
Zu diesem Zweck wurden jeweils 10 Knorpelproben aus Nase und Ohr von 
menschlichen Leichenpräparaten entnommen. Außerdem wurden sieben Proben 
Nasenknorpel und zwei Proben Ohrknorpel aus lebendem Gewebe während 
plastischer Operationen gewonnen. Diese Proben wurden immunhistochemisch 
angefärbt und auf die humanen Beta-Defensine -1, -2 und -3 untersucht. Die 
angefärbten Präparate wurden digital erfasst, mittels eines Punktesystems  bewertet 
und die Daten statistisch ausgewertet. 
In allen Proben konnten die humanen Beta-Defensine nachgewiesen werden. Dabei 
zeigten sich bei hBD-3 die deutlichsten Ergebnisse. Zwischen den einzelnen 
Gewebetypen konnten in Bezug auf die Defensine keine nennenswerten 
Unterschiede festgestellt werden. Es zeigten sich deutliche Farbreaktionen im 
Perichondrium, der Knorpelmatrix und den Chondrozyten. 
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